Perfil de toxinas de prorocentrum lima (Dinophyceae) aislado desde la costa de Magallanes, sur de Chile by Salgado, P. et al.
PERFIL DE TOXINAS DE PROROCENTRUM LIMA 
(DINOPHYCEAE) AISLADO DESDE LA COSTA DE 
MAGALLANES, SUR DE CHILE 
P. Salgado1, G. Pizarro1, J.M. Franco2, P. Riobó2 & I. Bravo3 
1Instituto de Fomento Pesquero – IFOP, Punta Arenas, Chile pablo.salgado@ifop.cl 
2Instituto de Investigaciones Marinas (CSIC); Instituto Español de Oceanografía, Centro Oceanográfico de Vigo (IEO) Vigo, España 
3Instituto Español de Oceanografía, Centro Oceanográfico de Vigo (IEO) Vigo, España 
RESUMEN 
 El dinoflagelado bentónico Prorocentrum lima produce toxinas lipofílicas, que pueden ocasionar intoxicaciones diarreicas (VDM) en humanos consumidores de mariscos. En sedimentos 
recolectados en Cabo San Isidro, Estrecho de Magallanes, durante el invierno de 2010, se logró cuantificar una abundancia de 1002 quistes tecados de Prorocentrum lima cm-3 de sedimento, la 
mayor concentración respecto a otros sitios de recolecta. Se aislaron 27−87 quistes tecados directamente desde los sedimentos mientras otras 60 células vegetativas fueron aisladas luego de 
promover la actividad y división de los quistes en condiciones de 15 ºC y 12:12 horas luz–oscuridad. Las células fueron puestas independientemente en tubos Eppendorf, así como también, 100 
µL aproximados de sedimento húmedo. Luego de congelados los tubos, la extracción de la toxina se realizó con 500 µL de metanol 100%, se mezcló, filtró por 0.45 µm, trasvasijando a un vial. El 
extracto fue secado bajo nitrógeno gas a 40 ºC y conservado a 4 ºC hasta su análisis. La presencia de la toxina dinofisistoxina 1 (DTX-1) en las muestras fue confirmada en modo negativo, por su 
ión padre [M-H]- m/z 817.5 y iones hijos m/z 563.4 y 255.2, mediante cromatografía líquida acoplada a un espectrómetro de masas. Previo a la inyección, los extractos fueron resuspendidos en 
150 µL de metanol. El contenido de DTX-1 en las muestras fue cuantificado en base al ion padre. Las células vegetativas presentaron un mayor contenido de DTX-1 por célula, en comparación a 
las células de resistencia. 
INTRODUCCIÓN 
 Prorocentrum lima (Ehrenberg) es un dinoflagelado marino bentónico que se encuentra 
adherido generalmente sobre macroalgas, sedimentos y detrito flotante, y menos comúnmente 
en el plancton (Bravo et al., 2001). Es una especie nerítica y estuarina, y su rango de 
distribución geográfica varía desde aguas costeras tropicales a templadas (Faust, 1991). La 
importancia de P. lima radica en que es una especie productora de toxinas diarreogénicas las 
cuales pueden producir efectos negativos en las personas (veneno diarreico de los mariscos, 
VDM), al igual que algunas especies de Dinophisys, aunque raramente se le ha asociado con 
episodios tóxicos por su carácter bentónico. No obstante, existen casos donde se detectó  
toxicidad por VDM en bivalvos de cultivos asociadas a P. lima, aunque en bajos niveles 
(Maranda et al., 2007). El complejo VDM producido por P. lima incluye el ácido okadaico (AO) y 
derivados, dinofisistoxinas (DTX-1, DTX-2) (Bravo et al., 2001). En consecuencia, el rol de P. 
lima en eventos tóxicos por VDM aún no puede descartarse totalmente, por cuanto podrían 
llegar a ser importantes en ambientes turbulentos debido a la eventual remoción de microalgas 
adheridas en  sustratos por efecto de vientos (Levasseur et al., 2003), factor de importancia si se 
trata de sedimentos. En zonas someras y estables de cultivos de moluscos que favorecen 
microambientes para sustratos en los que prolifera la epífita  P. lima (Lawrence et al., 2000), 
también el viento favorece la re-suspensión temporal de estas microalgas dejándolas expuestas 
a la filtración por los bivalvos en cultivo (Maranda et al., 2007). 
     Chile posee escaso conocimiento sobre esta especie en su medio natural incluido su perfil 
de toxinas y potencial rol en la toxificación de moluscos por VDM. Por tal razón, resultó 
interesante aportar al conocimiento de estos aspectos con muestras de sedimentos recolectadas 
en el estrecho de Magallanes en las que esta especie se encontró inhabitualmente presente y en 
abundancia.  
MATERIAL Y MÉTODOS 
     Las células utilizadas en este estudio fueron aisladas de sedimentos superficiales (0-3 cm) 
recolectados en Cabo San Isidro, Estrecho de Magallanes, durante un muestreo regular del 
programa de monitoreo de marea roja en la región austral de Chile en el invierno de 2010. En 
esa oportunidad se logró cuantificar hasta 1002 quistes tecados cm-3 de P. lima, la mayor 
concentración respecto a otros sitios de recolecta (Fig. 1). Los sedimentos de esta localidad 
presentaron una coloración oscura y un fuerte olor a sulfuro de hidrógeno (H2S) producto de 
anoxia local. 
     La presencia de la toxina dinofisistoxina 1 (DTX-1) en las muestras (Fig. 2) fue confirmada en 
modo negativo, a través de su ión precursor [M-H]-  m/z 817.5 y sus iones productos m/z 563.4 y 
255.2, mediante un cromatografo UPLC Acquity Waters acoplado a un triple cuadrupolo Waters 
Xevo TQ (LC-MS). La columna utilizada fue una Acquity UPLC BEH C18 1.7µm 2.1 x 100 mm, a 
45 ºC. La fase móvil consistió en (A) hidróxido amónico a pH 11 y (B) hidróxido amónico en 
acetonitrilo (6.7 mM), con una tasa de flujo de 4 mL/min. El gradiente de elución utilizado fue el 
siguiente: mantención del 75% de A entre 0 y 0.66 min; cambiar a 5% de A entre 0.66 y 3.30 min; 
mantener 5% de A entre 3.30 y 5.28 min; recuperar 75% de A entre 5.28 y 7.26 min; mantener 75 
% A hasta 9 min. Se pinchó 5µL de muestra en el LC-MS. El contenido de DTX-1 en las 
muestras fue cuantificado en base al ion precursor. 
     Los tres tipos de muestras fueron positivas a la presencia de DTX-1, pero las células 
vegetativas fueron las que presentaron un mayor contenido de DTX-1 por célula. La detección 
de DTX-1 en los sedimentos (Tabla 2) reflejó la presencia de los quistes tecados en éstos.  
Figura 1. Abundancia de quistes tecados de P. lima (quistes cm-3 de sedimento húmedo) en estaciones 
de muestreo en el Estrecho de Magallanes. (a) Quistes tecados, (b) células vegetativas obtenidas de 
germinación de quistes tecados bajo condiciones de laboratorio. Barra de escala 20 µm.  
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Extracto metanólico Nº de células Tiempo de retención ng/mL pg DTX-1 / cél 
G1 quistes tecados  27 2.13 <2  - 
G2 quistes tecados  67 2.14 0.5 1.1 
G3 quistes tecados  87 2.15 1.2 2.1 
G4 células vegetativas  60 2.15 3.4 8.7 
G6 sedimentos  alícuota 2.13 1.3 1.9 pg/ µL sed. 
Figura 2. Cromatogramas de extractos metanólicos de Prorocentrum lima: (a) quistes tecados, (b) 
células vegetativas y (c) sedimentos. 
Tabla 1. Sedimento y células de P. lima asiladas para análisis de toxinas  
     Se aislaron entre 27 y 87 quistes tecados (Fig. 1, a) directamente desde los sedimentos, 
mientras otras 60 células vegetativas (Fig. 1, b) fueron aisladas luego de promover la actividad y 
división de los quistes en condiciones de 15 ºC y 12:12 horas luz–oscuridad (Tabla 1). Para este 
fin, se aislaron quistes tecados y trasvasijaron a placas Petri de 5 cm de diámetro conteniendo 5 
mL de medio de cultivo L1. Para el análisis de toxinas, las células aisladas fueron trasvasijadas a 
un tubo Eppendorf de 1.5 mL y congelados a -80 ºC. Una alícuota de sedimento húmedo (500 µL 
aproximados) también fue puesto en un tubo Eppendorf y congelado. Para extraer la toxina, se 
añadió 500 µL de metanol 100% a cada tubo, se mezcló por 1 min y filtró por 0.45 µm 
trasvasijando a un vial. El extracto fue secado bajo nitrógeno gas a 40 ºC y conservado a 4 ºC 
hasta su análisis. Previo al análisis de toxinas, los extractos fueron resuspendidos en 150 µl de 
metanol. 
Tipo  Tamaño  % 
Grava 2 35 
Arena media 0.25 – 0.5 32 
Arena muy fina 0.063 – 0.125 2 
Limo - arcilla <0.063 1 
Tabla 2. Características del sedimento con quistes tecados de Prorocentrum lima 
Estos resultados constituyen otra eventual posibilidad de toxicidad de moluscos por VDM, no 
sólo de aquellos con modalidad de vida bentónica superficial sino de aquellos que también viven 
enterrados en la arena (e.g. almeja, huepo). Más aún si se conoce que P. lima posee la 
capacidad de desarrollar poblaciones naturales en aguas templadas en números que podrían 
justificar una toxicidad por VDM en los mariscos bentónicos (e.g. Maranda et al. 2007). 
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